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研究成果の概要（和文）：ステロイドホルモン産生細胞への分化メカニズムを明らかにするため、
ステロイドホルモン合成関連遺伝子のマスター転写制御因子である SF-1 による分化誘導の詳
細を、ゲノムワイドな ChIP-on-chip assay や SF-1 転写複合体の同定により明らかにした。そ
の結果、新たな SF-1 標的遺伝子群が同定され、それらのステロイドホルモン合成における関
与が示唆された。また C/EBPβのステロイドホルモン合成への関与が明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）：We investigated differentiation process of stem cells by introduction 
of a master transcription factor SF-1 into steroidogenic cells.  A genome-wide analysis of 
ChIP-on-chip assay along with characterization of a nuclear SF-1 protein complex revealed 
many novel SF-1 target genes and SF-1 interacting proteins including C/EBPβ, suggesting 
a novel process of steroid hormone biosynthesis. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 私どもはマウス及びヒト骨髄間葉系幹細
胞に Ad4BP/SF-1を恒常的に発現させること
で、ステロイドホルモン産生細胞に分化する
幹細胞株の樹立に成功した。間葉系幹細胞か
らステロイド産生細胞へと分化誘導は、ステ
ロイドホルモン異常症に対する新たな治療
法の可能性を示すものである。しかしそのス
テロイド産生パターンは、性腺アンドロゲン
を主に産生する細胞株や副腎皮質グルココ
ルチコイドを主として産生する細胞株、ある
いはその中間的なステロイドパターンを示
す細胞株など様々であった。幹細胞ごとに分
化の方向性が異なるのは、それぞれの細胞株
で SF-1 及び cAMP による遺伝子発現調節が
異なるためと推察される。そこで、それぞれ
の幹細胞株の分化過程での SF-1 及び cAMP
の役割を、遺伝子発現の網羅的解析などを通
して明らかにできれば、目的とするステロイ
ドホルモン産生細胞の分化誘導が可能にな
ると予想された。 
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 本研究では、私どもが樹立した幹細胞から
ステロイドホルモン産生細胞への分化誘導
系を用いて、そのメカニズムを分子レベルで
明らかにする。本研究により新たな SF-1 標
的遺伝子やSF-1転写複合体が同定されれば、
その分化誘導メカニズムが明らかになるの
みならず、治療や診断への応用、さらには遺
伝子変異によるステロイドホルモン産生異
常疾患の治療や骨粗しょう症を含めた更年
期障害に対するステロイド産生細胞による
治療など、幹細胞を用いた再生医療の実現に
向け大きく前進すると考えられる。 
 
３．研究の方法 
1) DNA マイクロアレイ及び ChIP-on- 
chip による幹細胞株での SF-1 標的遺
伝子群の網羅的解析 
 間葉系幹細胞への SF-1 導入及び
 cAMP 刺激による遺伝子発現の変化お
 よび染色体上への SF-1の結合をDNA
 マイクロアレイ及び ChIP on chip に
 より解析した。これらの解析により、
 SF-1 の支配下にある新たな SF-1 標的
 遺伝子群を同定した。 
2) 免疫沈降MALDI-TOF MS(IP-MALDI-TOF 
MS)によるSF-1導入幹細胞での選択的
分化誘導因子の同定 
 転写因子SF-1に対する抗体により転写
 複合体を免疫沈降させ、２次元電気泳
 動により複合体構成因子を分離し、高
 分解能のMALDI-TOF MSにより複合体構
 成因子タンパク質を同定した。 
3) 3C(Chromatin Conformation Capture) 
assayによる染色体構造変化の解析 
 3C assayにより、SF-1標的遺伝子発現
 調節における染色体構造変化を検証し
 た。標的遺伝子としては、StARおよび
 新たなSF-1標的遺伝子として同定した
 GSTA3を中心に解析を行った。 
 
４．研究成果 
1) ステロイドホルモン合成のマスター転写
因子である SF-1 の新たな標的遺伝子と
して、グルタチオントランスフェラーゼ
の一種であるGSTA1及びGSTA3を同定
した。GSTA1 及び GSTA3 は従来解毒酵
素として働いていると考えられてきたが、
私どもはこれらがステロイドホルモン産
生細胞に特異的に発現している事、組み
換え発現させたGSTA1及びGSTA3が黄
体ホルモンや男性ホルモン合成酵素とし
て機能していることを証明した。これら
の結果は、GSTA1 及び GSTA3 がステロ
イドホルモン合成に必須の遺伝子であり、
先天性副腎・性器症候群の原因遺伝子の
候補であることを示している。 
2) GSTA ファミリーは、GSTA1 から A4 ま
での 4 種の相同性の高い遺伝子群により
構成され、ヒト染色体 6p12 にクラスタ
ーを形成して存在している。私どもは、
これら 4 種の GSTA ファミリーが、クラ
スター全体として SF-1 により発現制御
されていると考えた。本研究では、
GSTA1及びGSTA3両方の遺伝子発現が、
GSTA3 プロモーター上に存在する一か
所の SF-1 結合部位により同時に制御さ
れていることを、染色体上の遠距離相互
作用を解析できる３C アッセイにより明
らかにした。これは、染色体構造変化に
よる全く新たな転写調節機構が存在する
ことを示したものであり、クラスターを
構成する遺伝子群における新たな協調的
転写調節機構の存在を実証したものであ
る。 
3) SF-1 転写複合体を単離精製し、20 種類
以上の複合体構成タンパク質を同定した。
それらの中に C/EBPβが含まれており、
SF-1 との直接相互作用していることが
確認された。また cAMP 刺激により、
SF-1 との結合が強化されることも明ら
かとなった。C/EBPβを用いた
ChIP-on-chip assay により、ステロイド
ホルモン合成酵素遺伝子上流には、SF-1
結合領域と重複する形で、C/EBPβも結
合していることが明らかとなった。以上
の検討により、SF-1 標的遺伝子の転写は、
C/EBPβと SF-1 の協調作用により活性
化されることが明らかとなった。 
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